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RESUMEN 
Los metales pesados pueden acumularse en el suelo como consecuencia de la 
acción antrópica o debido a factores naturales afectando el crecimiento de las plantas. La 
simbiosis que se establece entre plantas y hongos formadores de micorrizas arbusculares  
ha demostrado mejorar la tolerancia de las plantas a distintas situaciones de estrés, entre 
las que se destacan la toxicidad por metales pesados, constituyéndose en una 
herramienta potencial para el manejo de plantas cultivadas bajo estas condiciones. 
También se ha reportado que el ácido salicílico (AS), regulador de crecimiento vegetal,  
incrementa la productividad de cultivos hortícolas.  
Se estudió el efecto del AS en situaciones de estrés por cobre en plantas de pimiento 
no micorrizadas y micorrizadas con Funneliformis mosseae. Se evaluaron las siguientes 
concentraciones de cobre: 0; 0,1 y 1 mM (SO4Cu.7H2O) en plantas asperjadas con 0; 200 
y 500 µM de AS. Se determinó % de micorrización, % de viabilidad, altura, peso seco, 
área foliar, conductividad relativa de las membranas celulares (CR), contenido de 
malonildialdehído (MDA), prolina y proteínas de hoja y raíz, y clorofila. Los datos se 
analizaron por ANOVA. Tanto la altura como el peso seco y el área foliar disminuyeron al 
aumentar la concentración de Cu y las plantas inoculadas fueron superiores a las no 
inoculadas en todos estos parámetros. La CR de las raíces alcanzó valores próximos al 
12%, mientras que en hojas con la mayor concentración de cobre en la solución, la CR 
alcanzó valores del 26%, en comparación con el control, evidenciando mayor daño en las 
membranas. Las plantas micorrizadas presentaron menor concentración de MDA que las 
no micorrizadas, tanto en hojas como raíces. El contenido de proteínas fue mayor en las 
plantas inoculadas con respecto a las no inoculadas. Se comprobó que el contenido de 
proteínas disminuyó frente al estrés por cobre tanto en hojas como raíces. El AS mostró 
respuestas variables según el parámetro analizado, habiendo una mayor respuesta en 
parámetros morfológicos. 
3 
 
INTRODUCCIÓN 
Argentina es el principal productor de pimiento en Sudamérica, ocupando una 
superficie que varía año a año de 3000 a 6000 has. La producción se extiende desde la 
provincia de Jujuy hasta Río Negro. Las principales zonas productoras de pimiento para 
consumo en fresco, tanto al aire libre como en invernadero, son Buenos Aires, Salta y 
Corrientes (Del Pino, 2016). 
El Cinturón Hortícola de La Plata (CHLP), localizado en la periferia de la ciudad de La 
Plata, constituye el área productiva más importante del Cinturón Verde Bonaerense con el 
46,15% de la superficie productiva total y el 25,15% de la superficie hortícola total de la 
Provincia de Buenos Aires. El 100% de la producción en el Partido tiene como destino el 
consumo en fresco, abasteciendo de hortalizas frescas al área metropolitana comprendida 
por más de 13 millones de habitantes (INDEC, 2010). El pimiento, ocupa el tercer lugar de 
la superficie plantada en el CHLP con 177,604 has y una producción aproximada de 
9.535,242 tn, después de la lechuga y el tomate (Del Pino, 2016). 
En el CHLP el 40% de la superficie se destina a cultivos protegidos (invernaderos) y 
el resto está ocupado por cultivos a campo. En general, las unidades de producción tienen 
una superficie media de 5,1 ha y se llaman "Quintas" (Stavisky, 2010; García, 2012). 
Capsicum annuum L. conocido en Argentina como “Morrón”, pertenece a la familia 
Solanáceas. Es una planta herbácea, perenne, de cultivo generalmente anual y porte 
variable, entre los 0,5 metros (en determinadas variedades de cultivo al aire libre) y más 
de 2 m (híbridos cultivados en invernadero). Tiene un sistema radicular pivotante y 
profundo que puede llegar hasta 1,2 m y provisto de un número elevado de raíces 
adventicias superficiales. El patrón de crecimiento es simpodial que se mantiene mientras 
las condiciones ambientales lo permitan. El fruto es una baya hueca y semicartilaginosa, 
de color forma y tamaño diversos (Del Pino, 2016). 
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 Foto 1: Plantas de Capsicum annuum L. en invernadero. 
(Fuente: http://www.ahernseeds.com) 
 
Los suelos más adecuados para su cultivo son profundos, con buen drenaje y pH 7. 
Es medianamente tolerante a la salinidad: a partir de 2,5 ms/cm de CE ocurren 
importantes pérdidas de rendimiento  (Berrios Ugarte et al., 2007). 
Con respecto a la ecofisiología, la germinación se produce entre 20-25 °C. El 
crecimiento vegetativo posee temperatura base de 10°C y demanda entre un 50-70% de 
humedad relativa. La inducción floral es por suma térmica y la diferenciación responde a 
la amplitud térmica (Del Pino, 2016).  
La horticultura, en las últimas décadas, ha modificado radicalmente los sistemas 
productivos a raíz de la incorporación de invernaderos para cultivo bajo cubierta, riego por 
goteo, cultivares mejorados e híbridos, fertilizantes y agroquímicos, siendo estos últimos 
los principales responsables de los problemas socio-ambientales de la horticultura 
bonaerense, tal como lo muestra la presencia de residuos químicos en los productos 
cosechados y la contaminación de las aguas subterráneas (Bocer, 2002; Souza 
Casadinho y Bocero, 2008). 
Las plantas están sujetas a numerosos estreses ambientales que afectan el 
metabolismo, el crecimiento y el rendimiento. Los estreses en general pueden inducir 
distintos efectos sobre las plantas dependiendo de su duración y severidad, del genotipo y 
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estado de desarrollo del cultivo (Beltrano et al., 2003). La adaptación a situaciones de 
estrés involucra cambios bioquímicos y fisiológicos que son el resultado de la interacción 
del ambiente con los genes, modificando su expresión. Un estrés biótico o abiótico activa 
una cascada de eventos tales como una reducción en el crecimiento celular, inhibición en 
la síntesis proteica y la represión y/o activación de la actividad enzimática. La respuesta 
presente en todos los niveles es la inducción de la expresión de genes específicos, cuyos 
productos son esenciales para la modulación de la respuesta (Marmiroli et al., 1993). 
 
Toxicidad por metales pesados (MP) en las plantas 
En los suelos pueden encontrarse concentraciones anormales de MP debido a 
factores naturales o antropogénicos. Las causas naturales pueden ser debidas a la 
actividad volcánica, procesos de formación de suelos, erosión de rocas, etc. Las causas 
antropogénicas se asocian principalmente a la actividad industrial y la actividad 
agropecuaria. Los suelos agrícolas en muchas partes del mundo están ligera a 
moderadamente contaminados por metales pesados como Cadmio (Cd), Cobre (Cu), Zinc 
(Zn), Níquel (Ni), Cobalto (Co), Cromo (Cr), Plomo (Pb) y Arsénico (As), como 
consecuencia del uso prolongado de fertilizantes fosfatados, fungicidas, lodos de aguas 
residuales, residuos industriales y las prácticas de riego inapropiadas, generando una 
situación de estrés en las plantas cultivadas (Schwartz et al., 2003). 
La toxicidad de los MP depende de la concentración, el estado de oxidación y la 
persistencia. Un elemento que en concentraciones traza es indispensable para los seres 
vivos, en altas concentraciones se convierten en un elemento tóxico. La concentración de 
un elemento está directamente relacionada con la persistencia del mismo, definiéndose a 
la misma como el tiempo que tarda un contaminante en transformarse en una forma no 
tóxica. Una de las características más relevantes de los MP es su tendencia a 
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bioacumularse, ya que no son biodegradables, lo que los transforma en peligrosos debido 
a su efecto sobre los organismos (Navarro Aviñó et al, 2007). 
Entre los principales daños que pueden causar los MP se pueden mencionar: 
1) inhibición de la actividad de las proteínas por alteración de la estructura de las 
mismas, 
2) desplazamiento de elementos esenciales para el metabolismo generando 
deficiencias,  
3) acción catalítica sobre los sistemas enzimáticos que generan moléculas ROS 
(Reactive Oxigen Species) e inducen el estrés oxidativo, el cual provoca: 
• Inactivación de proteínas y enzimas, fundamentalmente por la oxidación de 
los grupos sulfidrilo, que resulta en la formación de puentes disulfuro que provocan 
cambios conformacionales en la proteína, que se vuelve inactiva.  
• Peroxidación de lípidos de membranas, conduciendo esto a la ruptura y con 
ello a la aparición de subproductos de las cadenas hidrocarbonadas (Demiral and Türkan, 
2005). 
• Oxidación de las cadenas de ADN, que pueden resultar en alteraciones 
como mutaciones, aberraciones cromosómicas, alteraciones en la síntesis y reparación de 
ácidos nucleicos y transformaciones celulares. 
 
El Cu, es uno  de los metales pesados más relevantes que afecta los suelos 
agrícolas, ya que está presente en la formulación de muchos fertilizantes y productos 
fitosanitarios (fungicidas), además, este elemento tiende a acumularse en los horizontes 
superficiales de los  suelos (Kabata-Pendias, 2011). 
El Cu es un micronutriente esencial de las plantas que es requerido como cofactor de 
enzimas vegetales, desarrollando un papel importante en diferentes procesos fisiológicos 
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claves como la respiración, la fotosíntesis, la reducción y fijación del nitrógeno, el 
metabolismo de las proteínas y de la pared celular. Participa también en el control de la 
permeabilidad del xilema; la regulación de la producción de DNA y RNA, y en reacciones 
de óxido-reducción, por lo que su deficiencia afecta al crecimiento y la reproducción de la 
planta  (Kabata-Pendias, 2011). Sin embargo, se convierte en un metal tóxico cuando se 
encuentra en los tejidos en concentraciones más altas a las necesarias para el 
crecimiento vegetal (>30mg·kg‑1). Este elemento promueve la generación de especies 
reactivas de oxígeno (ROS), en forma enzimática y no enzimática (a través de la reacción 
de Fenton), las cuales pueden causar la oxidación de proteínas y lípidos, alterar la 
integridad de las membranas, la fotosíntesis, el crecimiento e inducir la muerte celular 
(León Morales and Sepúlveda Jiménez, 2012). 
 El exceso de cobre puede producir efectos tóxicos sobre las plantas, inhibiendo el 
crecimiento de la parte aérea y de la raíz, causando clorosis de hojas e incrementando la 
liberación de electrolitos de las células por daño a las membranas celulares (Lidon and 
Henriques, 1992; Murphy and Taiz, 1997). Este metal tiende a acumularse en la raíz, con 
baja traslocación a la parte aérea provocando alteraciones en el crecimiento y la 
morfología de la raíz (Marschner, 1995). La sensibilidad de las plantas a los metales no 
depende solamente de la concentración sino también del estado de desarrollo de la planta 
al ser expuesta al mismo (Liu et al., 2005). 
Debido a sus características de óxido-reducción, el cobre cataliza la formación de 
ROS provocando la oxidación de componentes celulares. Los radicales hidroxilo (OH-) 
producidos pueden iniciar la peroxidación de lípidos, modificando la estructura de las 
membranas celulares (Maksymiec et al., 1994). La peroxidación de lípidos producida por 
la presencia de estos radicales es una señal de la presencia de sustancias tóxicas en el 
medio. El último producto de la peroxidación lipídica es el malondialdehido o 
malonildialdehído (MDA). Entonces el incremento de MDA es un indicador de estrés 
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fisiológico y daño de las membranas celulares (Quariti et al., 1997). Numerosos estudios 
informan que los niveles de MDA se incrementan en plantas expuestas a tratamientos con 
MP (Ozounidou, 1994; Yurekli and Porgali, 2006). La síntesis de clorofila también es 
alterada por altas concentraciones de Cu, ya sea inhibiendo directamente una ruta 
enzimática o porque modifican la absorción de un nutriente importante. Altas 
concentraciones de Cu, Co, Pb y Cd causan una disminución en el contenido de clorofila y 
de proteínas en las plantas (Yurekli and Porgali, 2006). 
 
Ácido salicílico 
Las plantas tienen la capacidad de activar su sistema de defensa ante diversas 
situaciones de estrés, la Resistencia Sistémica Adquirida puede ser inducida por agentes 
bióticos (patógenos atenuados) o abióticos (compuestos químicos) y se asocia al 
incremento de la concentración de ácido salicílico (ácido 2-hidroxibenzoico, AS). El AS es 
un regulador endógeno del crecimiento de naturaleza fenólica, que participa en la 
regulación de numerosos procesos fisiológicos en las plantas (El-Khalla et al., 2009) y en 
sus mecanismos de defensa frente a un estrés biótico y abiótico (Shahba et al., 2010). Se 
lo encuentra en los tejidos en forma libre o en forma conjugada, al estado de glicósidos, 
ésteres, amidas y ácidos dihidroxibenzoicos. Se encuentra de forma natural en las 
plantas, juega un papel importante en cuanto al crecimiento y tolerancia al estrés, además 
de participar como parte de las señales internas que regulan la respuesta de defensa de 
las plantas contra patógenos y plagas, y agentes abióticos (Guzmán-Téllez et al., 2011).  
Diversos estudios han determinado la capacidad del AS en producir efectos 
protectores en las plantas sometidas a diferentes estreses abióticos, tales como calor, 
bajas temperaturas, salinidad, y metales pesados (Gunes et al., 2007; Chávez-Suarez et 
al., 2012). 
9 
 
Numerosos trabajos dan cuenta del efecto positivo del AS sobre la respuesta a 
metales pesados (Drazic and Mihailovic, 2005; Metwally et al., 2003). La función 
protectora del AS incluye principalmente la regulación del estrés oxidativo generado como 
consecuencia de la presencia de elevadas concentraciones de metales pesados en el 
suelo (Metwally et al., 2003). Actúa como un regulador sobre el balance oxido/reducción 
de las células vegetales, induce respuestas adaptativas, fisiológicas y morfológicas en las 
plantas. Participa en la actividad de las catalasas y otras enzimas encargadas de controlar 
la oxidasa de las mitocondrias (Raskin, 1992). La aplicación exógena de AS podría 
proporcionar protección contra varios tipos de estreses tales como temperatura alta o 
baja, metales pesados, etc. Aunque el AS también puede causar estrés oxidativo en las 
plantas, parcialmente a través de la acumulación de peróxido de hidrógeno, los resultados 
publicados hasta el momento muestran que el tratamiento preliminar de las plantas con 
bajas concentraciones de AS podría tener un efecto de aclimatación, causando mayor 
tolerancia hacia la mayoría de los tipos de estreses abióticos, debido principalmente a una 
mejora en la capacidad antioxidante. El efecto de la aplicación exógena de AS depende 
de numerosos factores tales como la especie y la etapa de desarrollo de la planta, el 
modo de aplicación, la concentración de AS, y de su nivel endógeno en la planta. Los 
resultados recientes muestran que la aplicación exógena de AS reduce efectos 
moderados de estrés, pero a su vez, los factores de estrés abiótico pueden alterar los 
niveles endógenos de AS en las células vegetales (Horvath et al., 2007). 
 
Importancia de micorrizas vesículo-arbusculares 
La gran mayoría de las plantas captan los nutrientes por medio de interacciones que 
establecen con los microorganismos que viven en la rizosfera, especialmente con 
aquellos que se han denominado simbiontes. De estos simbiontes de la raíz,  los hongos 
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formadores de micorrizas arbusculares (HMA), son las asociaciones más comunes que se 
establecen con la mayoría de las especies de plantas, y probablemente son, en 
abundancia, las más importantes (Sarabia Ochoa et al., 2010). 
La micorrización es una interacción entre especies de hongos del orden Glomales y 
las raíces de la mayoría de las plantas. Esta estrategia evolutiva se conoce desde hace 
más de un siglo, aunque en las últimas décadas se ha convertido en una herramienta de 
gran utilidad para la horticultura, la agricultura y las forestaciones, para las que hay 
evidencias sobre su eficiencia (Pawlowska and Charvat, 2004;  Ruscitti et al., 2011). Estos 
hongos son simbiontes obligados de las plantas superiores (Barea, 1991). La simbiosis 
facilita la captación de fósforo, un nutriente limitante en la mayoría de los suelos. También 
influye directa o indirectamente en la absorción de otros iones minerales (Nitrógeno (N), 
Potasio (K), Calcio (Ca), Magnesio (Mg), Hierro (Fe), Manganeso (Mn)). Promueven un 
mayor crecimiento de las plantas especialmente en aquellos suelos donde estos 
nutrientes son escasos. El hongo por su parte, depende completamente de la planta para 
obtener los carbohidratos que requiere para su desarrollo (Sarabia Ochoa et al., 2010). La 
importancia ecológica de las micorrizas arbusculares está avalada por su presencia en 
más del 95% de las especies vegetales. Entre las plantas que forman este tipo de 
asociaciones se encuentran la mayoría de las leguminosas herbáceas y muchas leñosas, 
los cereales, los frutales y la gran mayoría de los cultivos hortícolas (Quilambo, 2003). 
Entre otras ventajas de esta asociación en los sistemas suelo-planta se ha estudiado 
la inducción de una mayor tolerancia/resistencia frente a distintos estreses bióticos y 
abióticos. Las micorrizas pueden conferir tolerancia a patógenos a través de diferentes 
mecanismos de acción (Linderman, 1992), entre los que se encuentran el 
micoparasitismo, la lisis enzimática, la antibiosis, la competencia por espacio o por 
nutrientes, y la inducción de resistencia en la planta. También se ha investigado el 
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incremento de la tolerancia de las plantas micorrizadas al estrés hídrico, salino, por 
deficiencia de nutrientes, exceso de metales pesados y sustancias fitotóxicas (Ruscitti et 
al., 2011; Kaya et al., 2009; Beltrano et al., 2013). Se ha descrito además que las 
micorrizas confieren tolerancia a pesticidas (Ocampo, 1993), herbicidas (Beltrano et al., 
2013), o residuos de la industria petrolera (Cabello, 1997). 
Los HMA también son utilizados para procesos de biorremediación ya que éstos 
pueden inmovilizar metales que pueden dañar a las plantas.  
El proceso de colonización comienza con la germinación de las esporas que se 
encuentran en el suelo o en las raíces de las plantas, las que desarrollan uno o varios 
tubos germinativos formando el micelio externo, que se extiende hasta encontrar la raíz 
para colonizarla (Giovannetti et al., 1993). Cuando una hifa alcanza la superficie de la raíz 
forma una estructura llamada apresorio, producto de la ramificación y engrosamiento de la 
pared celular de la hifa. Luego la hifa penetra en la raíz de la planta. El proceso de 
colonización continúa con la formación de hifas intercelulares que colonizan la corteza 
radical, dando lugar a las estructuras características de esta simbiosis que son los 
arbúsculos, ramificaciones dicotómicas repetidas de hifas intracelulares. Estas estructuras 
son las encargadas del intercambio bidireccional de nutrientes y carbono entre el hongo y 
la planta (Smith and Read, 1997). Junto al desarrollo del hongo dentro de la raíz se 
produce una proliferación de hifas en el suelo lo que constituye el micelio externo o 
extraradical fundamental para la adquisición de agua y nutrientes por la plantas, ya que 
permite explorar microhábitats del suelo inaccesibles para las raíces (Barea, 2000). 
Algunos hongos micorrícicos producen también vesículas, estructuras que tienen 
como función el almacenamiento de sustancias, especialmente lípidos. Se forman en los 
extremos de las hifas inter o intracelularmente a medida que progresa la infección (Bécard 
12 
 
and Pfeffer, 1993). Algunas vesículas pueden transformarse en esporas para su 
propagación (Nasim, 2010). 
 
 
Figura 1. Micorrizas arbusculares en un corte longitudinal en raíz. (Imagen de 
Mauseth, 1988). 
 
 
La participación de las micorrizas en el metabolismo de los metales pesados ha sido 
propuesta como un mecanismo que incrementa la tolerancia de las plantas, en algunos 
casos los MP pueden ser absorbidos por las hifas de los hongos y transportados hacia la 
planta huésped (fitoextracción), en otros casos los hongos contribuyen a inmovilizarlos en 
el suelo (fitoestabilización) (Gaur and Adholeya, 2004). 
La fitoextracción consiste en transferir los MP a las raíces o partes aéreas de las 
plantas con alta capacidad de almacenamiento. En general, estas plantas se caracterizan  
por la gran producción de biomasa. Consecuentemente, la remoción de grandes 
cantidades de biomasa conlleva la remoción de MP con la cosecha, que se puede utilizar 
para producir energía o almacenarse como materia seca reduciendo así su volumen 
(Kramer, 2005; Peuke and Rennenberg, 2005). 
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La fitoestabilización previene la difusión de los MP en el suelo, lo que es el resultado 
de la inmovilización que ejercen las raíces y los microorganismos. Las especies vegetales 
tolerantes a MP con extensos sistemas radicales previenen la difusión y además 
contribuyen a la fitoestabilización (Gaur and Adholeya, 2004). 
Los HMA también contribuyen a la inmovilización de los MP en el suelo, empleando 
estrategias similares a las de su hospedante, es decir, inmovilizan los MP excretando 
compuestos como la glomalina, los adsorben a las paredes celulares fúngicas o los ligan 
a quelantes dentro del hongo (Gaur and Adholeya, 2004). La glomalina es una 
glicoproteína producida y liberada por el hongo que inmoviliza los MP en el suelo 
(Gonzalez-Chavez et al., 2004). Las hifas de los hongos tolerantes a MP tienen más 
afinidad a los metales que las células vegetales (Joner et al., 2000), por eso es probable 
que los metales queden inmovilizados dentro del hongo. 
Con respecto a la importancia de la micorriza en la fitorremediación de suelos 
contaminados con metales pesados, se ha comprobado que esta simbiosis tienen un 
efecto benéfico, ya que inmoviliza los metales en la raíz, reduciendo su traslocación a la 
parte aérea de la planta y, en consecuencia, el flujo de metales a la cadena trófica (Barea 
et al., 1995; Leyval et al., 1995; Del Val et al., 1999; Pawlowska et al., 2000). 
 
Hipótesis 
La presencia de metales pesados (Cu) en el suelo afecta el crecimiento de las plantas 
de pimiento cultivadas. El establecimiento de la simbiosis con hongos micorrícicos 
arbusculares reduce el efecto perjudicial de los MP en las plantas y la aplicación de ácido 
salicílico (AS) aumenta la tolerancia de las plantas de pimiento micorrizadas y no 
micorrizadas a los MP presentes en el suelo. 
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Objetivo general 
Estudiar el efecto de la micorrización y las aplicaciones de AS en plantas de pimiento 
creciendo con elevadas concentraciones de cobre en el suelo, de modo de promover la 
utilización de técnicas amigables con el medio ambiente, con el objeto de crear nuevos 
paradigmas tecnológicos basados en la sustentabilidad de los sistemas productivos.  
Objetivos particulares: 
 Evaluar el crecimiento de plantas de pimiento en presencia de distintas 
concentraciones de cobre y determinar las respuestas morfológicas, fisiológicas y 
bioquímicas. 
 Evaluar la presencia y viabilidad de los hongos micorrícicos arbusculares en 
suelos con elevadas concentraciones de cobre. 
 Cuantificar el efecto de la simbiosis con hongos micorrícicos arbusculares en 
plantas de pimiento cultivadas en presencia de elevadas concentraciones de cobre, en 
base a parámetros morfológicos, fisiológicos, bioquímicos y moleculares. 
 Evaluar la respuesta de plantas micorrizadas y no micorrizadas a las aplicaciones 
exógenas de AS para morigerar el efecto perjudicial de elevadas concentraciones de 
cobre. 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
El trabajo experimental se realizó en condiciones de invernáculo en el Instituto de 
Fisiología Vegetal (INFIVE), Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales (UNLP).  
Condiciones de cultivo: las semillas de pimiento Capsicum annuum L. Almuden 
fueron desinfectadas superficialmente con NaClO (10%) durante 5 minutos, enjuagadas 
con agua estéril y sembradas en speeldings de 250 cm3 de capacidad por celda, con una 
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mezcla tindalizada de perlita–vermiculita-arena (1:1:1). A la mitad de las celdas se le 
incorporó inóculo de Funneliformis mosseae (FM) y a la otra mitad inóculo inactivado 
(NM), para generar las mismas condiciones experimentales. Periódicamente las plantas 
fueron regadas con solución nutritiva de Hoagland (Hoagland and Arnold, 1950). 
Preparación del inóculo: se utilizó inoculante micorrícico producido a partir de cepas 
de Funneliformis mosseae, seleccionadas por su adaptación a altas concentraciones de 
metales pesados (Colección Instituto Spegazzini, UNLP). La propagación de las mismas 
se realizó utilizando como planta trampa trébol blanco (Trifolium repens), que se cultivó en 
un sustrato compuesto por perlita-vermiculita-arena (1:1:1), previamente tindalizado 
(100°C durante 1 hora por día, tres días consecutivos), en cámaras de crecimiento (25 +/- 
2 ºC, fotoperíodo de 16 horas y 350 µmoles. m-2. s-1) durante 60 días.  
Tratamientos realizados: cuando las plantas presentaron dos hojas expandidas (40 
DDS) se comenzó con los tratamientos de ácido salicílico (AS), por aspersión hasta llegar 
al punto de goteo en la superficie de las hojas, una vez por semana. Las concentraciones 
utilizadas fueron 0 µM, 200 µM y 500 µM. Se preparó una solución madre de 
concentración 10 mM de AS, de la cual se tomaron 7mL para la concentración de 200 µM 
y 17,5 mL para la concentración de 500 µM, llevando a 350 mL con agua destilada más el 
agregado de Tween 20 como emulsionante. 
Los tratamientos de Cu fueron 0, 0,1 y 1 mM de CuSO4.5 H2O. Para ello se preparó 
una solución madre de CuSO4.5 H2O de concentración 250 mM.  
A los 60 días después de la siembra, se comenzó con los tratamientos de Cu 
incorporando 0 y 0,1 mM de CuSO4.5 H2O para inducir el estrés, y luego se subió la 
concentración del metal a 1 mM. Se regó una vez por semana con solución nutritiva y las 
correspondientes soluciones de CuSO4.5 H2O. 
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De esta forma quedaron definidos los siguientes tratamientos: 
A- Plantas no inoculadas (control)  
1- Cultivadas con 0 mM de CuSO4.5 H2O 
 Asperjadas con 0 µM, 200 µM y 500 µM de ácido salicílico 
2- Cultivadas con 0,1 mM de CuSO4.5 H2O 
 Asperjadas con 0 µM, 200 µM y 500 µM de ácido salicílico 
3- Cultivadas con 1 mM de CuSO4.5 H2O 
 Asperjadas con 0 µM, 200 µM y 500 µM de ácido salicílico 
B- Plantas inoculadas con Funneliformis mosseae 
1-Cultivadas con 0 mM de CuSO4.5 H2O 
 Asperjadas con 0 µM, 200 µM y 500 µM de ácido salicílico 
2- Cultivadas con 0,1 mM de CuSO4.5 H2O 
 Asperjadas con 0 µM, 200 µM y 500 µM de ácido salicílico 
3- Cultivadas con 1 mM de CuSO4.5 H2O 
 Asperjadas con 0 µM, 200 µM y 500 µM de ácido salicílico 
 
Parámetros determinados: 
 A partir de los 80 días después de la siembra (DDS) se midió semanalmente la 
altura de las plantas y el índice de verdor con un medidor Minolta SPAD. 
 A los 80 DDS y al final del ensayo (110 DDS) se determinó el peso seco por planta 
(PS), mediante secado en estufa a 80°C hasta peso constante y área foliar mediante un 
scanner y un software para análisis de imágenes.  
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 A los 80 y 110 DDS se tomaron muestras para determinar los siguientes 
parámetros 
 
- Estimación del contenido de clorofila 
El contenido de clorofila y carotenoides se determinó a partir de un disco de hoja de 
0,5 cm de diámetro. Se utilizó N, N-Dimetilformamida como solvente de extracción, 
determinando la absorbancia de la solución a las longitudes de onda 647, 664 y 480 nm, 
en un espectrofotómetro Shimadzu UV 160 A. El cálculo del contenido de pigmentos se 
realizó de acuerdo a Wellburn (1994) con las siguientes ecuaciones: 
Clorofila a (µg cm-2) = 12 x Ab 663.8 – 3.11 x Ab 646.8 
Clorofila b (µg cm-2) = 20.78 x Ab 646, – 4.88 x Ab 663.8 
C total a+b (µg cm-2) = 17.67 x Ab 646.8 + 7.12 x Ab 663.8 
Carotenoides (µg cm-2) = (1000 x Ab 480 – 1.12 Ca – 34.07 Cb) / 245 
 
- Micorrización. Tinción de raíces micorrizadas 
Se seleccionaron en forma aleatoria fracciones de raíces no lignificadas y se procedió 
a clarificar y teñir según la técnica de Phillips and Hayman (1970). Las raíces se aclararon 
con KOH al 10% (p/v) (10 min., 100°C). Luego se lavaron tres veces con agua y se aplicó 
una solución de HCl 0,1N (5 min. a Ta ambiente). Finalmente se tiñeron con azul de tripán  
(5 min. a 95°C). El colorante tiñe de color azul las estructuras del hongo que contienen 
quitina, principal componente de las paredes celulares de los hongos micorrícicos 
arbusculares. Luego las raíces se conservaron en una solución de lacto-fenol. 
Fragmentos de raíces teñidas, de aproximadamente 1cm de longitud, se montaron en 
portaobjetos añadiendo gotas de ácido láctico y se cubrieron con un cubreobjeto 
observándose al microscopio óptico. Se realizaron 3 repeticiones de cada tratamiento, 
cada una de 10 fragmentos de raíz. 
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De cada muestra se observó la presencia de campos negativos (sin presencia de 
estructuras fúngicas) y positivos (con presencia de estructuras fúngicas). En los campos 
positivos se tuvo en cuenta el tipo de estructuras (arbúsculos, vesículas, hifas) presente 
dentro de la raíz. El porcentaje de micorrización (M%) se calculó como la proporción de 
raíces infectadas sobre el número total de fragmentos de raíz observados, calculando 
también el porcentaje de arbúsculos (% Ar) y vesículas (%V). 
 
- Viabilidad micorrícica (%SDH) 
La determinación de la viabilidad de las estructuras fúngicas se determinó a los 80 
DDS, evaluando la actividad de la enzima succinato deshidrogenasa (% SDH), basada en 
el porcentaje de micorrización, de acuerdo al procedimiento descrito por Smith and 
Gianinazzi-Pearson (1990). Las raíces se colocaron en una solución 0,2 M de Tris-HCL, 
pH 7; 2,5 M de succinato de sodio.6H2O; 5 mM de MgCl2 y 4 mg/mL de nitroblue 
tetrazolium. Los fragmentos de raíces se tiñeron en oscuridad durante 18 hs a 
temperatura ambiente, y luego se aclararon con una solución de hidrato de cloral al 75%. 
Finalmente se tiñeron con una solución de fucsina-ácida al 0,01% en ácido láctico durante 
8 min a 90 °C. Los fragmentos de raíces teñidos con fucsina-ácida, se dispusieron en 
portaobjetos de la misma manera que aquellos teñidos con azul de tripán, y se cuantificó 
el % de raíces que presentaban actividad observándose las estructuras viables del hongo, 
coloreadas de azul. 
 
- Dependencia micorrícica (DM) 
Se estimó de acuerdo a Plenchette et al., (1983). Este índice permite evaluar la 
eficiencia de la micorrización en la producción de biomasa, al relacionar el peso seco total 
de las plantas micorrizadas y no micorrizadas de acuerdo con la siguiente fórmula:   
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 MD = PS de las plantas micorrizadas – PS de las plantas no micorrizadas x 100 
                                            PS de las plantas micorrizadas 
 
- Conductividad relativa de las membranas celulares de hojas y raíces 
La determinación de la conductividad relativa de las membranas celulares de hojas y 
raíces se realizó a partir de 200 mg de material fresco, de las plantas de los distintos 
tratamientos, según el método de Lutts et al., (1996). Inmediatamente después del 
muestreo, los tejidos se lavaron tres veces con agua bidestilada durante 15 segundos, 
para eliminar los electrolitos adheridos a la superficie y aquellos liberados por las heridas 
producidas por el corte. Posteriormente, cada muestra se sumergió en un tubo con 10 ml 
de agua bidestilada donde permanecieron durante cuatro horas a temperatura ambiente. 
Seguido a esto, se determinó la conductividad eléctrica (dS m-1) empleando un 
conductímetro Jenco modelo 3173. Luego, los tubos se taparon y se llevaron a  autoclave 
donde se mantuvieron por 20 minutos a una presión de una atmósfera, con el objetivo de 
afectar totalmente la integridad de las membranas. Finalmente, los tubos se dejaron 
enfriar a temperatura ambiente y se volvió a medir la conductividad eléctrica del medio. En 
base a los datos obtenidos, se estimó la conductividad relativa de las membranas 
celulares a partir de la siguiente fórmula: 
CR (%) = (L1 /L2) x 100  
Donde, L1 y L2 son las lecturas de conductividad eléctrica antes y después del 
autoclavado respectivamente. 
 
- Contenido de malonildialdehído (MDA) 
Se evaluó según el método de Heath and Packer (1968), como un indicador de la 
peroxidación de los lípidos de las membranas celulares. Se tomaron 200 mg de peso 
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fresco de hoja y raíz, y se maceraron con 1 mL de ácido tricloroacético al 0,1%, luego se 
centrifugaron. A 1 mL de sobrenadante se le agregó 1mL de ácido tricloroacético (TCA) al 
0,1 %, se centrifugó y al sobrenadante se le agregó 1 ml del reactivo TCA-BHT-TBA (TCA 
20%, ácido tiobarbitúrico (TBA) 0,37% y butilhidroxitolueno (BHT) 0,01 g) seguidamente, 
los tubos se incubaron durante 30 minutos a 95°C. Pasado este período, se introdujeron 
en un baño de hielo para enfriarlos y detener la reacción y luego se centrifugaron a 10.000 
g durante 10 minutos. Finalmente, se separó el sobrenadante y se leyó la absorbancia a 
532 y 600 nm en un espectrofotómetro Shimadzu UV 160 UV/V. La concentración de 
MDA se calculó usando un coeficiente de extinción de 155mM-1 cm-1: 
Equivalentes de MDA (n.mol.ml-1) = [(A532 - A600) / 155000] 106 
 
- Contenido de proteínas solubles 
El contenido de proteínas solubles se determinó a partir de 200 mg de la última hoja 
expandida o igual peso de raíz, de acuerdo al método de Bradford (1976). Los tejidos se 
homogeneizaron en un mortero con 1 ml del buffer de extracción (TRIS 50 mM, EDTA 
1mM, PVPP insoluble 1%, MeSH 0,1% a pH 7,5) a 4ºC. El homogeneizado resultante se 
centrifugó a 10.000 g durante 10 minutos a 4ºC. Se tomaron 20 µl del sobrenadante y se 
le agregó 1 ml del reactivo Bradford (Azul Brillante de CoomassieG-250 0,021% (p/v) 
etanol 4,7% (p/v) y ácido fosfórico 8,5% (p/v)) se agitó en vórtex y se leyó la absorbancia 
a 595 nm. El cálculo de la concentración de proteínas se efectuó empleando una curva 
patrón preparada con distintas concentraciones de albúmina de suero bovino (BSA, 
SiFMa Chemical Co). 
 
- Contenido de prolina 
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Según el método de Bates et al., (1973), para la determinación de prolina se 
homogeneizaron 100 mg de material fresco de hoja y de raíz con 2 ml de una solución al 
3 % de ácido sulfosalicílico. El homogeneizado se centrifugó a 12000 g por 15 minutos. 
Se tomó 1 ml del sobrenadante y se lo hizo reaccionar con 1 ml del reactivo Ninhydrina 
ácida y 1 ml de ácido acético glacial en un tubo de 15 ml, en baño maría a 100ºC durante 
una hora. Al cabo de ese lapso la reacción se interrumpió enfriando el tubo rápidamente. 
A la mezcla reaccionante anterior se le agregó 2 ml de tolueno y se agitó durante 15 a 20 
segundos en vórtex. Se dejaron separar las fases y se tomó la fase acuosa conteniendo el 
cromóforo tolueno-prolina y se leyó la absorbancia a 520 nm usando tolueno como 
blanco. 
Se calculó el contenido de prolina por unidad de peso fresco según: 
μmoles prolina.g-1PF = [(μg prolina/ml x ml tolueno)/115.5 μg/μmoles]/ [(g PF)/5 
 
- Análisis estadístico 
El ensayo se realizó siguiendo un diseño experimental completamente aleatorizado, 
con tres repeticiones. Los datos se analizaron por ANOVA y las medias se compararon 
usando LSD (P<0,05). 
 
RESULTADOS Y DISCUSION 
 La actividad industrial, la minería o el uso continuo de fungicidas con base de cobre 
llevan a una acumulación en exceso de este metal en el suelo. Con el objetivo de ayudar 
a reducir estos inconvenientes, se vienen buscando y desarrollando tecnologías que sean 
más amigables con la naturaleza y así poder reducir la contaminación del medio 
ambiente. Las asociaciones de plantas con los microorganismos del suelo, donde se 
incluyen los hongos micorrícicos arbusculares, pueden modificar la respuesta a un estrés 
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por metales pesados, aumentando la tolerancia ante un suelo contaminado por los 
mismos (Göhre and Paszkowski, 2006). También se ha estudiado el rol del ácido salicílico 
en respuesta a estreses bióticos y abióticos, entre los que se incluyen los metales 
pesados. 
 
- Determinación del % de micorrización, viabilidad micorrícica y dependencia 
micorrícica 
En la primera extracción, realizada a los 80 días después de la siembra (DDS) se 
cuantifico el porcentaje de raíces colonizadas por el hongo micorrícico inoculado, con azul 
de tripán, siendo este valor superior al 77% en todos los tratamientos; sin diferencias 
significativas con el cobre ni con la concentración de AS. Se observó una disminución de 
la viabilidad de los hongos micorrícicos, evaluada a través de la actividad de la enzima 
succinato deshidrogenasa, a medida que aumento la concentración de Cu en la solución, 
no existiendo esta misma respuesta en cuanto al aumento de la concentración de AS 
(Tabla 1). Esto indica que altas concentraciones de cobre en el suelo afectan la viabilidad 
del hongo micorrícico. 
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Tabla 1: Porcentaje de micorrización (%M) y viabilidad micorrícica (% SDH) en los diferentes 
tratamientos de Cu y AS determinado a los 80 DDT. 
 
Cu mM             AS µM % SDH % M 
 
0 Cu 
 
0 AS 88aA 95aA 
200 AS 75aA 87aA 
500 AS 66aA 77aA 
 
0,1 Cu 
 
0 AS 55aB 82aA 
200 AS 48aB 78aA 
500 AS 56aA 85aA 
 
1 Cu 
 
0 AS 55aB 81aA 
200 AS 56aB 90aA 
500 AS 67aA 96aA 
 
Letras minúsculas diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos de AS para 
cada concentración de Cu. Letras mayúsculas distintas indican diferencias significativas entre los 
tratamientos de Cu para cada concentración de AS. 
 
En la segunda extracción a los 110 DDS, se cuantificó el porcentaje de las distintas 
estructuras del hongo (arbúsculos, vesículas, hifas) presentes dentro de la raíz. Se 
observó una disminución significativa de estas estructuras con el aumento de la 
concentración de Cu. El porcentaje de hifas disminuyó un 51% con 0,1 mM de Cu y 77% 
con 1 mM de Cu con respecto al control. Lo mismo sucedió con el porcentaje de 
arbúsculos, donde las plantas sometidas a estrés con 0,1 y 1mM de Cu redujeron este 
porcentaje en un 40% y 96% respectivamente, con respecto al control sin Cu. También 
hubo una disminución del porcentaje de vesículas, pero de menor magnitud siendo de un 
7% y 20% menor en las plantas con 0,1 y 1 mM de Cu respectivamente con respecto al 
control. Estos datos coinciden con lo expuesto por Ruscitti et al., (2011) quienes revelaron 
la sensibilidad a la toxicidad con Cr mediante la reducción de la formación de arbúsculos, 
seguido de la reducción de la formación de vesículas, mientras que la formación de hifas 
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se vio menos afectada (Tabla 2). En cuanto a la viabilidad, determinada por la actividad 
de la enzima succinato deshidrogenasa, se presentó una merma importante en las plantas 
sometidas a estrés por Cu con respecto al control. En los tratamientos con 0,1 mM de Cu 
la viabilidad de las estructuras fue un 74% menor que las presentes en las plantas sin Cu 
y en los tratamientos con 1mM fue un 88% menor (Foto 2). 
 
Foto 2. Raíces de pimiento micorrizadas teñidas con Fucsina ácida y NBT. a) Vesículas 
inactiva, b) Vesículas activas. 
 
a b 
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Tabla 2: Porcentaje de hifas (H), arbúsculos (% Ar), vesículas (%V), viabilidad micorrícica (% 
SDH) y dependencia micorrícica en plantas micorrizadas, en los diferentes tratamientos de Cu y 
AS, determinada a los 110 DDT. 
 
 
Cu mM            AS µM % H % AR % V %SDH %DM 
0 Cu 0 AS 62aA 28aA 80aA 90aA - 
0 Cu 200 AS 44aA 5bA 70aA 81aA - 
0 Cu 500 AS 34aA 20aA 85aA 87aA - 
0,1 Cu 0 AS 20aB 20aA 78aA 19aB 6,2bA 
0,1 Cu 200 AS 27aAB 6bA 68aA 13aB 38,6aB 
0,1 Cu 500 AS 22aA 6bB 73aAB 35bB 50,3aA 
1 Cu 0 AS 5aB 0aB 61aA 14aB 0,06bB 
1 Cu 200 AS 12aB 2aA 66aA 9aB 78,4aA 
1 Cu 500 AS 7aB 0aB 60aB 8aC 65,3aA 
Letras minúsculas diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos de AS para 
cada concentración de Cu. Letras mayúsculas distintas indican diferencias significativas entre los 
tratamientos de Cu para cada concentración de AS. 
 
Entre las dos determinaciones realizadas se pudo observar una reducción del % de 
micorrización en los tratamientos sometidos a estrés con Cu. Estos resultados han sido 
reportados por diversos autores (Marques et al., 2007; Andrade et al., 2008). Según Jamal 
et al., (2002), la colonización micorrícica a menudo es reducida en suelos contaminados 
por metales pesados. Varios metales pesados son fungitóxicos, razón por la cual reducen 
la germinación de las esporas, el crecimiento micelial y, consecuentemente, la 
colonización micorrícica. No obstante, Hildebrandt et al., (1999) no hallaron una 
disminución significativa en la colonización micorrícica de plantas creciendo en suelos 
contaminados, siendo incluso en algunos casos mayor. Estas variaciones probablemente 
dependan de las especies de hongos y de las plantas hospedantes involucradas, como 
así también de las propiedades del suelo. Joner and Leyval (2001) afirmaron que los HMA 
pueden subsistir en suelos altamente contaminados con metales pesados. 
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De acuerdo con los resultados obtenidos podemos afirmar que el pimiento es una 
especie micotrófica, con alto porcentaje de micorrización con el inóculo utilizado en este 
trabajo, Funneliformis mosseae. Estos resultados coinciden con los obtenidos 
previamente, donde la micorrización fue también elevada (Ruscitti et al., 2011; Rabie, 
2005). 
 
Evaluación de parámetros morfológicos  
 
- Altura de las plantas 
Las plantas control presentaron mayor altura, representada por un valor de 
incremento diario superior, en comparación con aquellos tratamientos en donde se les 
indujo estrés con la adición de Cu al sustrato. Las plantas micorrizadas presentaron 
mayor altura que aquellas no micorrizadas en los tratamientos con Cu. En los tratamientos 
con 0,1 mM y 1 mM de Cu las plantas micorrizadas aumentaron su altura 
significativamente con respecto a las no micorrizadas cuando fueron asperjadas con AS. 
En las plantas no micorrizadas no se observaron diferencias significativas para las 
distintas concentraciones de AS utilizadas, mientras que en las micorrizadas se observó 
que las plantas sometidas a 1 mM de Cu y asperjadas con 200 y 500 µM de AS 
presentaron un incremento diario de 112 y 125 % superior, con respecto a las que no 
recibieron AS respectivamente (Figura 2). 
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Figura 2. Efecto de distintas concentraciones de Cu y AS sobre el incremento diario de altura 
entre la primer y última medición en plantas de pimiento inoculadas (M) y no inoculadas (NM). 
Referencias: 0 Cu: 0 mM Cu; 0,1 Cu: 0,1 mM Cu; 1 Cu: 1 mM Cu.; 0 AS: 0 µM AS; 200 AS: 200 µM 
AS; 500 AS: 500 µM AS. 
 
En el análisis de varianza, en las plantas NM se observaron diferencias significativas 
entre los tratamientos con Cu, mientras que no hubo diferencias significativas entre las 
distintas dosis AS aplicadas. Las plantas micorrizadas también presentaron diferencias 
significativas en los tratamientos con Cu y a su vez, solo las plantas sometidas a 1mM de 
Cu presentaron diferencias entre los distintos tratamientos con AS, siendo mayor la altura 
de aquellas plantas asperjadas con 200 y 500µM de AS. Con 0 mM de Cu no hubo 
diferencias significativas entre plantas micorrizadas y no micorrizadas.  
Estos resultados concuerdan con distintos ensayos realizados por otros autores en 
donde la altura y otros parámetros de crecimiento se vieron afectadas por la presencia de 
metales pesados en el suelo, siendo menor el efecto del estrés en plantas que fueron 
inoculadas con micorrizas (Ruscitti et al., 2011). Esta mayor tolerancia a metales pesados 
puede estar relacionada a que las micorrizas aumentan la absorción y la acumulación de 
MP en las raíces evitando su traslocación hacia la parte aérea. El aumento de la 
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tolerancia de las plantas micorrizadas hacia los MP se observó en diferentes especies, 
como el maíz, la cebada y el centeno (Hildebrandt et al., 1999; Gaur and Adholeya, 2004). 
 
- Peso seco  
En el análisis de varianza de la primera extracción sin cobre se observó que no 
existieron diferencias significativas en el peso seco entre plantas micorrizadas y no 
micorrizadas, y entre las concentraciones de AS, por lo cual no se muestran datos. 
En la segunda extracción realizada a los 110 DDS, con  la máxima concentración del 
metal, el peso seco total disminuyó tanto en las plantas no micorrizadas como en las 
micorrizadas, respecto del control libre de Cu. Hubo una disminución del peso del 80% en 
las plantas no micorrizadas y alrededor del 20% en las micorrizadas, respecto a los 
testigos. 
También se pudo observar que en los tratamientos de 1mM de Cu, las plantas 
asperjadas con 500 µM de AS incrementaron significativamente el peso seco con 
respecto a las testigos sin AS (Figura 3). 
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Figura 3. Efecto de distintas concentraciones de Cu y AS sobre el peso seco (PS) de plantas 
de pimiento no inoculadas (NM) o inoculadas con Funneliformis mosseae (M). Referencias: 0 Cu: 0 
mM Cu; 0,1 Cu: 0,1 mM Cu; 1Cu: 1 mM Cu. 0 AS: 0 µM AS; 200 AS: 200 µM AS; 500 AS: 500 µM 
AS. 
 
Rabie (2005) determinó, en ensayos de trigo y poroto colorado micorrizados con 
Glomus mosseae y expuestos a cobre, que la simbiosis disminuía el efecto negativo del 
cobre sobre el peso. Novoa and Palma (2010) obtuvo resultados similares a los del 
presente estudio utilizando plantas de alfalfa como huésped, inoculadas con Glomus spp. 
En un trabajo similar López-Bucio et al., (2003) encontraron que, si bien los HMA no 
tuvieron un efecto protector hacia el Cr en el tamaño de la raíz, ésta fue más robusta, con 
mayor número de raíces laterales, lo que se reflejó en un mayor peso seco. Se ha 
reportado que en condiciones de estrés las raíces en vez de aumentar su longitud se 
vuelven más ramificadas y de mayor biomasa, lo que les permite tener una mejora en su 
capacidad de absorción y tolerancia al estrés. 
Es posible que los altos porcentajes de colonización por HMA encontrados en este 
trabajo en las plantas de pimiento hayan sido un factor importante en los efectos 
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benéficos que permitieron proteger a las plantas del efecto del Cu, logrando una mejor 
supervivencia y un mayor crecimiento. 
 
- Área foliar 
 
El análisis de varianza de área foliar en la primera extracción sin cobre no mostró 
diferencias significativas en las plantas micorrizadas y las concentraciones de AS por lo 
que no se muestran datos. 
En la última extracción se pudo observar mayor área foliar en las plantas micorrizadas 
en comparación con las no micorrizadas, siendo significativamente superior en el 
tratamiento de 1mM Cu, donde las plantas micorrizadas presentaron más del doble 
(153cm2) del área foliar de las no micorrizadas (67 cm2). Se observó el efecto del Cu 
sobre la disminución del área foliar en comparación con el control, siendo 60% menor en 
plantas no micorrizadas, y 49% menor en plantas inoculadas. Esto concuerda con lo 
experimentado por diversos autores (Lidon and Henriques, 1992; Murphy and Taiz, 1997) 
que comprobaron que el exceso de cobre produce efectos tóxicos sobre las plantas, 
inhibiendo el crecimiento de la parte aérea. Las plantas micorrizadas mostraron una 
respuesta positiva a la aplicación de AS, siendo más evidente en 1 mM de Cu (Figura 4). 
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 Figura 4. Efecto de distintas concentraciones de Cu y AS sobre el área foliar (AF) de plantas 
de pimiento no inoculadas (NM) o inoculadas con Funneliformis mosseae (M). Referencias: 0 Cu: 0 
mM Cu; 0,1 Cu: 0,1 mM Cu; 1 Cu: 1 mM Cu. 0 AS: 0 µM AS; 200 AS: 200 µM AS; 500 AS: 500 µM 
AS. 
 
Estos resultados se condicen con Guzman Tellez et al., (2011) quienes aseguran que 
en ausencia de estrés el efecto del ácido salicílico dependerá de la concentración con que 
se aplique y de la especie vegetal, encontrándose en ocasiones ausencia de efectos 
como sucede en los tratamientos testigos. En general, el uso de AS en forma de 
aspersión foliar muestra beneficios sobre el crecimiento de las partes aéreas de las 
plantas en situaciones en que ocurre algún factor causante de estrés. 
 
- Tasa de crecimiento relativo (TCR) (g / día) 
No se observaron diferencias significativas en la TCR entre plantas micorrizadas y no 
micorrizadas cuando crecieron sin Cu en el sustrato, mientras que las inoculadas 
superaron en forma significativa a la no inoculadas con 0,1 y 1mM de Cu. A su vez las 
plantas asperjadas con concentraciones de 200 y 500 µM de AS mostraron mayor tasa de 
crecimiento relativo en las plantas inoculadas con F. mosseae (Figura 5). 
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 Figura 5. Efecto de distintas concentraciones de Cu y AS sobre la tasa de crecimiento relativo 
de plantas de pimiento no inoculadas (NM) e inoculadas con Funneliformis mosseae (M). 
Referencias: 0 Cu: 0 mM Cu; 0,1 Cu: 0,1 mM Cu; 1 Cu: 1 mM Cu. 0 AS: 0 µM AS; 200 AS: 200 µM 
AS; 500 AS: 500 µM AS).  
 
El cobre es un micronutriente, pero al aumentar su concentración, se torna fitotóxico 
(Demirevska-Kepova et al., 2004; Vaillant et al., 2005). Los resultados de los parámetros 
morfológicos evaluados concuerdan con los de Ruscitti et al., (2011) en ensayos 
efectuados con pimiento y cromo. 
La reducción del crecimiento de plantas sometidas a un estrés por metales pesados 
ha sido relacionada al daño de las estructuras moleculares y supramoleculares y cambios 
fisiológicos debido a un estrés oxidativo (Lombardi and Sebastiani, 2005). 
 
- Clorofila 
Para evaluar de manera indirecta cambios en la actividad fisiológica de las plantas 
sometidas a estrés, se determinó el índice de verdor utilizando un medidor SPAD marca 
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Minolta y el contenido de clorofila. La coloración de las hojas se relaciona directamente 
con su cantidad de clorofila y de nitrógeno. 
El análisis de la varianza, que permite discriminar el efecto de cada factor y las 
interacciones entre ellos, mostró diferencias significativas en la micorrización y en la 
interacción de micorrizas x concentración de Cu de las plantas muestreadas a los 80 
DDS. Se pudo observar un mayor contenido de clorofila en las plantas micorrizadas, no 
habiendo diferencias en los tratamientos de Cu y AS (Figura 6). 
 
Figura 6. Efecto de distintas concentraciones de Cu y AS sobre el índice de verdor, medido 
con SPAD, de plantas de pimiento no inoculadas (NM) e inoculadas con Funneliformis mosseae 
(M).Referencias: 0 Cu: 0 mM Cu; 0,1 Cu: 0,1 mM Cu; 1 Cu: 1 mM Cu. 0 AS: 0 µM AS; 200 AS: 200 
µM AS; 500 AS: 500 µM AS 
 
En la extracción realizada a los 110 DDS el análisis de varianza del índice de verdor 
mostro diferencias significativas en los tres tratamientos, y en la interacción micorrización 
x cobre, y micorrización x  AS. 
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En la Figura 7, se observa que hubo un mayor índice de verdor asociado, al 
contenido de clorofila, en las plantas micorrizadas. A su vez, se visualiza que en 
condiciones de estrés con Cu, las plantas micorrizadas presentaron un mayor contenido 
de clorofila que las no micorrizadas. 
Los resultados de la influencia del AS con este parámetro, no coinciden con lo que 
describe Popova et al., (2003); Singh and Usha (2003), quienes observaron que frente a 
condiciones de estrés, aquellas plantas que fueron asperjadas con AS mostraron un 
mayor contenido de clorofila frente a las no tratadas. 
 
Figura 7. Efecto de distintas concentraciones de Cu y AS sobre el índice de verdor, medido 
con SPAD, de plantas de pimiento no inoculadas (NM) e inoculadas con Funneliformis mosseae 
(M).Referencias: 0 Cu: 0 mM Cu;  0,1 Cu: 0,1 mM Cu; 1 Cu: 1 mM Cu. 0 AS: 0 µM AS; 200 AS: 200 
µM AS; 500 AS: 500 µM AS. 
 
Nuestros resultados coinciden con Yurekli and Porgali (2006) quienes encontraron 
que la síntesis de clorofila es alterada por altas concentraciones de Cu, como se observó 
en las plantas no micorrizadas con 1mM de Cu. Esto puede ser el resultado de la 
inhibición de una enzima de su ruta biosintética o por la modificación de la absorción de 
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un nutriente importante (Fe). El Cu, Co, Pb y Cd causan una disminución en el contenido 
de clorofila y de proteínas en las plantas. 
También se ha encontrado que el contenido de clorofila y las proteínas se redujeron 
con el aumento de la concentración de Cr (Ruscitti et al., 2011). Mientras tanto, el efecto 
moderador de los HMA, como una posible expresión de la acción protectora contra el 
estrés por metales pesados, fue mayor en las más altas concentraciones de Cr, evitando 
la degradación tanto de clorofila como de proteínas, de acuerdo con Ruscitti et al., (2011).  
Abdul Razak (1985) determinó una disminución de la actividad fotosintética y en la 
síntesis de clorofila por la acumulación de metales pesados. 
 
- Determinación contenido de malondialdehído (MDA) 
Durante la primera extracción, frente al estrés causado por Cu, no se observaron 
diferencias entre los tratamientos micorrizados y no micorrizados, observándose 
variabilidad en la respuesta de los distintos tratamientos frente a la aplicación exógena de 
AS. 
El análisis de varianza de la segunda extracción indica que hay diferencias 
significativas en la cantidad de MDA en hojas con respecto a los tratamientos de Cu y AS, 
no habiendo diferencias significativas entre plantas NM y M, mientras que si se 
encontraron diferencias significativas en la interacción entre las tres variables (Figura 8). 
Con 0,1mM de Cu las plantas M y asperjadas con AS superaron en un 33% a las que no 
recibieron AS. 
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 Figura 8. Efecto de distintas concentraciones de Cu y AS sobre el contenido de MDA de hojas 
de plantas de pimiento no inoculadas (NM) o inoculadas con Funneliformis mosseae (M). 
Referencias: 0 Cu: 0 mM Cu; 0,1 Cu: 0,1 mM Cu; 1 Cu: 1 mM Cu. 0 AS: 0 µM AS; 200 AS: 200 µM 
AS; 500 AS: 500 µM AS. 
 
La concentración de MDA es un indicador del estrés oxidativo (Garita, 2011). En la 
Figura 9 se puede observar un aumento de los valores de MDA en raíces en plantas 
sometidas a estrés con respecto al control, tanto en las NM como en las M, lo que sugiere 
un efecto de estrés oxidativo del Cu, que aumenta la actividad de enzimas lipoxigenasas, 
que catalizan la peroxidación de lípidos tal como lo encontrado por Ahmad et al., (2010). 
Además numerosos estudios informan que los niveles de MDA se incrementan en plantas 
expuestas a tratamientos con MP (Ozounidou, 1994; Yurekli and Porgali, 2006). 
La producción de ROS como consecuencia de un estrés por concentraciones tóxicas 
de Cu puede dañar las membranas tilacoidales y alterar el transporte de electrones 
(Lombardi and Sebastiani, 2005). 
Las micorrizas introdujeron diferencias significativas en los niveles de MDA en hoja. 
Los tratamientos micorrizados mantuvieron menor concentración de MDA que los no 
inoculados.  
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En cuanto al AS, los resultados concuerdan con autores (Metwally et al., 2003) que 
describieron la función protectora del AS en la regulación del estrés oxidativo, generado 
como consecuencia de la presencia de elevadas concentraciones de metales pesados en 
el suelo. 
 
Figura 9. Efecto de distintas concentraciones de Cu y AS sobre el contenido de MDA de 
raíces de plantas de pimiento no inoculadas (NM) o inoculadas con Funneliformis mosseae (M). 
Referencias: 0 Cu: 0 mM Cu; 0,1 Cu: 0,1 mM Cu; 1 Cu: 1 mM Cu. 0 AS: 0 µM AS; 200 AS: 200 µM 
AS; 500 AS: 500 µM AS. 
 
- Prolina 
No se muestran datos porque no se obtuvieron diferencias significativos entre los 
tratamientos, lo que indica que ni el cobre ni el AS indujeron un ajuste osmótico. 
 
- Conductividad relativa de hojas (CRH) y raíces (CRR) 
La CRR mostró diferencias significativas entre las plantas NM y las inoculadas, como 
así también entre los tratamientos con Cu, no habiendo diferencias significativas para los 
tratamientos con AS. Las dos concentraciones de Cu aumentaron significativamente la 
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CRR en comparación con el tratamiento sin Cu. Las plantas inoculadas mostraron valores 
significativamente inferiores con 0,1 mM con respecto a la NM. No obstante los valores de 
CR de raíces fueron bajos, no superando el 15%, lo que indicaría que el daño de raíces 
no fue significativo  (Figura 10). 
 
 
Figura 10. Efecto de distintas concentraciones de Cu y AS sobre la conductividad relativa de 
raíces (CRR) de plantas de pimiento no inoculadas (NM) o inoculadas con Funneliformis mosseae 
(M). Referencias: 0 Cu: 0 mM Cu; 0,1 Cu: 0,1 mM Cu; 1 Cu: 1 mM Cu. 0 AS: 0 µM AS; 200 AS: 200 
µM AS; 500 AS: 500 µM AS. 
 
La permeabilidad selectiva de las membranas celulares puede verse afectada por 
diversos factores ambientales y situaciones de estrés, alterando la integridad celular y la 
capacidad de retención de sustancias intracelulares (Beltrano et al., 2013). 
En cuanto a la CRH, las plantas micorrizadas presentaron valores inferiores a las NM  
en todos los tratamientos de Cu, observándose una interacción significativa entre 
micorrización, Cu y AS. Con 0,1 Mm Cu la CRH disminuyó significativamente con la 
aplicación de AS (Figura 11). 
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 Figura 11. Efecto de distintas concentraciones de Cu y AS sobre la conductividad relativa de 
hojas (CRH) de plantas de pimiento no inoculadas (NM) o inoculadas con Funneliformis mosseae 
(M). Referencias: 0 Cu: 0 mM Cu; 0,1 Cu: 0,1 mM Cu; 1 Cu: 1 mM Cu. 0 AS: 0 µM AS; 200 AS: 200 
µM AS; 500 AS: 500 µM AS. 
 
En contraste de lo sucedido con la CRR, en hojas, con la mayor concentración de 
cobre en solución, la CR alcanzó valores del 26%, evidenciando un mayor daño en las 
membranas. 
Según Ruscitti et al., (2011) ensayando con cromo como metal pesado en las mismas 
condiciones, la CR en hoja, en cambio, no se modificó.    
La simbiosis con hongos micorrícicos ejerció un efecto protector de la integridad de 
las membranas celulares de raíces y hojas coincidiendo con otros autores que mostraron 
que las plantas de pimiento bajo estrés salino inoculadas con HMA tuvieron una menor 
permeabilidad de la membrana que las plantas de pimiento no inoculadas (Kaya et al., 
2009). 
 
 
40 
 
- Proteínas 
En la extracción realizada a los 110 DDS, se pudo observar como el contenido de 
proteínas foliares fue mayor en plantas micorrizadas con respecto a las no micorrizadas. 
A su vez se comprobó que disminuyó frente al estrés por cobre (Figura 12). Esto 
concuerda con Gianinazzi-Pearson and Gianinazzi (1995); Andrade et al., (2008), que 
reportaron mayores niveles de proteínas foliares en las plantas micorrizadas. 
El análisis de varianza mostró diferencias significativas en todos los tratamientos y en 
las interacciones entre los factores y en la triple interacción micorrización x AS x Cu. 
 
 
Figura 12. Efecto de distintas concentraciones de Cu y AS sobre el contenido de proteínas 
foliares de plantas de pimiento no inoculadas (NM) o inoculadas con Funneliformis mosseae 
(M).Referencias: 0 Cu: 0 mM Cu; 0,1 Cu: 0,1 mM Cu; 1 Cu: 1 mM Cu. 0 AS: 0 µM AS; 200 AS: 200 
µM AS; 500 AS: 500 µM AS. 
 
En el caso de las proteínas de raíces, se pudo notar una mayor diferencia entre 
plantas inoculadas y no inoculadas, presentando estas últimas un menor contenido de 
proteínas, las cuales se vieron afectadas por las mayores concentraciones de Cu (Figura 
13). 
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El análisis de varianza mostró diferencias significativas en los tratamientos de 
micorrización y de Cu, además en la interacción entre estos dos factores. No hubo 
diferencias significativas en AS y en las interacciones en donde interviene este factor, 
demostrando que el AS no tuvo inferencias en el contenido de proteínas en las raíces. 
 
Figura 13. Efecto de distintas concentraciones de Cu y AS sobre el contenido de proteínas de 
raíces de plantas de pimiento no inoculadas (NM) o inoculadas con Funneliformis mosseae (M). 
Referencias: 0 Cu: 0 mM Cu; 0,1 Cu: 0,1 mM Cu; 1 Cu: 1 mM Cu. 0 AS: 0 µM AS; 200 AS: 200 µM 
AS; 500 AS: 500 µM AS. 
 
El aumento en el contenido de proteínas de las plantas de pimiento micorrizadas, 
puede ser debido a que la micorrización, estimula la síntesis de proteínas de novo (Barker 
et al., 1998) o a una alteración en la expresión de genes (Wyss et al., 1990). Hildebrandt 
et al., (2007), determinaron que la inducción de genes que codifican proteínas 
involucradas potencialmente en la tolerancia a metales pesados en las plantas 
micorrizadas podría ser un factor que contribuya a mejorar la tolerancia. También se han 
reportados similares resultados en trigo bajo estrés con cadmio inoculado con Glomus 
intraradices, en donde hubo mayores valores de azúcar y proteínas en comparación con 
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las plantas no inoculadas a medida que aumentaba la concentración de Cd (Jamalabad 
and Khara 2008). 
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CONCLUSIONES 
• El aumento de la concentración de Cu en el suelo: 
- Disminuyó la colonización de las raíces de plantas de pimiento. 
- Redujo la altura de las plantas, el área foliar y el peso seco. 
- Incrementó la liberación de electrolitos, aumentando la conductividad 
relativa de las membranas lo que indicaría un daño en las membranas celulares. 
- Aumentó los valores de MDA en las plantas. 
- Disminuyó el contenido de clorofila y proteínas con el estrés por Cu. 
• La micorrización aumentó la tolerancia de las plantas de pimiento a altas 
concentraciones de Cu en el suelo. 
- Las plantas micorrizadas obtuvieron mayor altura, área foliar y peso seco que 
las no micorrizadas. 
- El contenido de proteínas y clorofila fue mayor. 
- Se obtuvieron menores valores de conductividad relativa y MDA.  
• Los resultados obtenidos indican que la aspersión de AS en bajas 
concentraciones puede inducir mecanismos de tolerancia a un estrés abiótico como el 
provocado por metales pesados. 
 
Los resultados obtenidos en este trabajo permiten reconocer la importancia de la 
inoculación con HMA para moderar los efectos adversos causados por las altas 
concentraciones de Cu en el suelo, mejorando el desarrollo y supervivencia de los cultivos 
agrícolas de interés comercial, a fin de lograr un uso más eficiente de los recursos sobre 
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la base de la sustentabilidad del sistema. Asimismo, el empleo del ácido salicílico como 
inductor de mecanismos naturales de defensa de las plantas, contribuye también a 
generar un paquete tecnológico que permita al productor incorporar una práctica que fije 
como objetivo no solo el beneficio productivo sino también el uso sustentable de los 
recursos de un agroecosistema. 
 De esta manera, el productor puede aprovechar las ventajas de los HMA en  los 
cultivos mediante técnicas sencillas con inoculantes comerciales, que pueden ser 
aplicados al sustrato o junto con el agua de riego en la siembra en la plantinera o a 
campo, o inmediatamente después del trasplante. También es posible la adquisición 
directa de plantines inoculados. En cuanto al AS, es un producto natural y de bajo costo 
comercial, que puede ser fácilmente asperjado o pulverizado por el productor. 
Generalmente se encuentra en forma sólida, y de esta manera el productor puede realizar 
las diluciones necesarias, obteniendo las concentraciones deseadas para la aplicación, 
las cuales se recomiendan sean menores a 1 mM. La aplicación se aconseja realizarla en 
horas de menor insolación, como en las primeras horas de la mañana para obtener 
mejores resultados. 
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